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RESUMO 
Resolvina D2 reduz a inflamação hipotalâmica induzida por dieta e 
resgata o fenótipo obeso em camundongos 
 
A inflamação hipotalâmica induzida pela dieta é um importante mecanismo que 
leva à disfunção dos neurônios envolvidos no controle da ingestão alimentar e 
do gasto energético. Várias abordagens farmacológicas e genéticas que 
reduzem a inflamação no hipotálamo foram utilizadas com sucesso para atenuar 
os fenótipos obesos e metabólicos associados com o consumo excessivo da 
gorduras dietéticas. Estudos recentes revelaram que os ácidos graxos poli-
insaturados, também podem reduzir a inflamação hipotalâmica. Neste estudo 
avaliamos a presença e a função da RvD2, uma resolvina produzida a partir do 
ácido docosahexaenóico, no hipotálamo de camundongos obesos. Todas as 
enzimas envolvidas na síntese da RvD2 foram detectadas no hipotálamo e foram 
moduladas em resposta ao consumo de uma dieta rica em gordura, conduzindo 
a uma redução da RvD2 hipotalâmica. GPR18, o receptor da RvD2, presente em 
neurônios NPY e POMC, também foi modulado pela gordura dietética. A 
substituição dietética de ácidos graxos saturados por poli-insaturados resultou 
num aumento da RvD2 hipotalâmica que foi acompanhada por uma redução da 
massa corporal e melhor tolerância à glicose. Além disso, o tratamento com 
ácido docosahexaenóico intracerebroventricular resultou num aumento da 
expressão das enzimas que sintetizam a RvD2, no aumento da expressão de 
citocinas anti-inflamatórias e no fenótipo metabólico melhorado. Finalmente, o 
tratamento com a RvD2 exógena intracerebroventricular resultou em uma 
redução da adiposidade, melhor tolerância à glicose e aumento da expressão 
hipotalâmica de citocinas anti-inflamatórias. Em conclusão, a RvD2 é produzida 
 
 
no hipotálamo de camundongos e tanto as enzimas que a biossintetizam quanto 
o seu receptor são modulados pela gordura dietética. A melhora do perfil 
metabólico sistémico induzido pela RvD2 exógena coloca essa substância como 
uma abordagem atraente para tratar a obesidade e suas comorbidades. 
 
Palavras-chave: ácidos graxos poli-insaturados, resolvina D2, inflamação 
hipotalâmica, obesidade. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Resolvin D2 reduces diet-induced hypothalamic inflammation and rescues 
the obese phenotype in mice 
 
Diet-induced hypothalamic inflammation has emerged as an important 
mechanism leading to the dysfunction of neurons involved in the control of food 
intake and energy expenditure. A number of pharmacological and genetic 
approaches that reduce inflammation in the hypothalamus can attenuate the 
obese and metabolic phenotypes associated with the excessive consumption of 
dietary fats. Recent studies have shown that polyunsaturated fatty acids can also 
reduce hypothalamic inflammation. Here, we evaluated the presence and 
function of RvD2, a resolvin produced from docosahexaenoic acid, in the 
hypothalamus of obese mice. All enzymes involved in the synthesis of RvD2 were 
detected in the hypothalamus and were modulated in response to the 
consumption of dietary fat leading to a reduction of hypothalamic RvD2. GPR18, 
the receptor for RvD2, which was detected in POMC and NPY neurons, was also 
modulated by dietary fat. The substitution of saturated by polyunsaturated fatty 
acids in the diet resulted in increased hypothalamic RvD2, which was 
accompanied by reduced body mass and improved glucose tolerance. In 
addition, the intracerebroventricular treatment with docosahexaenoic acid 
resulted in increased expression of the RvD2 synthetic enzymes, increased 
expression of anti-inflammatory cytokines and improved metabolic phenotype. 
Finally, the intracerebroventricular treatment with exogenous RvD2 resulted in 
reduced adiposity, improved glucose tolerance and increased hypothalamic 
expression of anti-inflammatory cytokines. In conclusion, RvD2 is produced in the 
 
 
hypothalamus and its receptor and synthetic enzymes are modulated by dietary 
fat. The improved metabolic outcomes of exogenous RvD2, places this 
substance as an attractive approach to treat obesity and its comorbidities. 
  
Keywords: Polyunsaturated fatty acids, resolvin D2, hypothalamic inflammation, 
obesity. 
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INTRODUÇÃO 
Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) a obesidade é uma doença 
crônica caracterizada pelo acúmulo excessivo de gordura corporal que pode 
prejudicar a saúde do indivíduo e contribuir para o desenvolvimento de uma série 
de outras doenças, além de aumentar o risco de morte precoce (WHO 2012). 
Dentre as comorbidades relacionadas com a obesidade estão o diabetes 
mellitus tipo 2, doenças cardiovasculares, dislipidemia, hipertensão arterial 
sistêmica, aterosclerose, doenças respiratórias, doenças hepáticas, 
osteoartrose e alguns tipos de câncer, impactando a qualidade de vida e a 
longevidade da população (Kopelman, 2000). Dados fornecidos pela OMS em 
2014, indicam que cerca de 2,8 milhões de pessoas no mundo morrem ao ano 
como consequencia do excesso de peso e obesidade (WHO 2014). 
A obesidade ocorre, invariavelmente, quando há um desequilíbrio entre a 
ingestão alimentar e o gasto energético, resultando em um quadro de balanço 
energético positivo (Friedman et al. 1998, Flier 2004). As causas deste 
desequilíbrio se devem à interação entre diversos fatores genéticos, 
metabólicos, hormonais e ambientais que ainda não foram totalmente 
esclarecidos. Dentre estes, os fatores ambientais, mais especificamente o estilo 
de vida da sociedade contemporânea, é apontado como o principal fator 
responsável pelo rápido crescimento da prevalência de obesidade. A partir da 
revolução industrial, o estilo de vida de grande parte da população mundial vem 
sofrendo profundas mudanças. Os avanços obtidos com higiene, ciências e 
saúde pública, além da maior oferta de empregos e alimentos, possibilitaram um 
aumento expressivo da expectativa de vida. Por outro lado, a facilidade de 
acesso e o baixo custo de alimentos altamente palatáveis e de grande densidade 
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calórica, aliados ao menor requerimento de atividade física na vida diária, fizeram 
com que a prevalência de obesidade aumentasse em proporções alarmantes, 
ameaçando contrabalançar os ganhos obtidos (van de Sande-Lee et al. 2012). 
Segundo o mais novo levantamento da OMS, em 2014, cerca de 1,9 bilhões 
de adultos da população mundial estavam com sobrepeso (aproximadamente 
39%), e cerca de 600 milhões de adultos já eram obesos (aproximadamente 
13%). Seguindo a tendência mundial,  a prevalência de sobrepeso e obesidade 
em países como o Brasil e os Estados Unidos também tem aumentado de forma 
contínua e intensa. De acordo ainda com este último levantamento, 
aproximadamente 54% da população brasileira e 67% da população norte-
americana foi considerada com sobrepeso destes, 20% da população brasileira 
e 33% da população norte-americana já se encontravam obesos (WHO 2014). 
O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística – IBGE divulgou em 2011 
dados da Pesquisa de Orçamentos Familiares 2008-2009 (POF) que em parceria 
com o Ministério da Saúde, demostraram que a frequência de brasileiros com 
excesso de peso tem aumentado em mais de um ponto percentual ao ano, isto 
indica que, se essa tendência se mantiver, em dez anos, o excesso de peso 
poderá alcançar dois terços da população adulta, a mesma magnitude 
encontrada atualmente na população dos Estados Unidos (POF 2010). 
Um outro dado agravante desta epidemia é o aumento da prevalência de 
crianças com sobrepeso e obesidade em todo o mundo. Cerca de 42 milhões de 
crianças em idade pré-escolar, estavam com sobrepeso até o ano de 2013. 
Estudos demonstram que, crianças acima do peso tendem a se tornar adultos 
obesos, além de estarem mais propensas ao desenvolvimento precoce de 
diabetes e doenças cardiovasculares, que por sua vez estão associados a uma 
20 
 
 
 
maior probabilidade de incapacidade e morte prematura. Desta forma, a 
obesidade infantil esta sendo considerada um dos desafios mais graves de 
saúde pública do século XXI (WHO 2014). 
O aumento assustador na prevalência da obesidade e sua associação com 
doenças crônicas têm grande impacto econômico. Finkelstein et al. (2009) 
analisaram dados representativos da população norte-americana e constataram 
um crescimento na prevalência da obesidade de 37% entre os anos de 1998 e 
2006, período em que os gastos com saúde relacionados à obesidade 
praticamente dobraram (de US$78 bilhões para US$147 bilhões). Neste cenário, 
foi verificaram ainda que 8,5% e 11,8% do custo total dos dois maiores serviços 
públicos de saúde do país (Medicare e Medicaid, respectivamente), estavam 
relacionados ao tratamento da obesidade em 1998, e que tais valores passaram 
a 36% e 47% em 2006. Além disso, observou-se que os gastos com a saúde de 
indivíduos obesos aumentariam em até 60% quando analisados apenas 
indivíduos com idades entre 50 a 69 anos (Thorpe et al. 2004). 
No Brasil, um estudo realizado em 2012 avaliou os gastos gerais com o 
tratamento da obesidade e suas doenças associadas, além de estratificar o custo 
destas enfermidades a partir do sexo, e raça da população, nas diferentes 
regiões do país. Para isso, o estudo utilizou a descrição dos números 
disponibilizados pelo Serviço de Informações Hospitalares (SIH) do Sistema 
Único de Saúde (SUS) do país. Segundo este estudo, entre os anos de 2008 à 
2011 houve um aumento de 16 milhões de reais no custo total do tratamento 
com obesidade. Foi observado ainda que indivíduos entre 30 a 59 anos, 
mulheres e brancos correspondem à maior parcela dos custos e as regiões Sul 
e Sudeste, por sua vez, representam entre 70% e 80% dos gastos com o 
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tratamento de obesidade no País. É importante ressaltar no entanto, que para 
todas as categorias avaliadas neste estudo, exceto para a raça indígena, houve 
um aumento progressivo nos gastos com o tratamento da obesidade conforme 
demonstrado na Tabela 1, em anexo (Mazzoccante, et al. 2012). 
Embora existam programas governamentais cujos objetivos principais são 
promover a prevenção e o tratamento da obesidade, dois principais fatores 
contribuem para o sucesso limitado na capacidade de reverter ou conter a 
progressão desta epidemia. O primeiro fator é baixa adesão às mudanças 
comportamentais e o segundo é a falta de medicamentos seguros e eficientes, 
sendo que a segunda causa decorre em grande parte do conhecimento ainda 
insuficiente a respeito dos mecanismos que levam ao desenvolvimento da 
doença.  
O maior interesse na caracterização dos mecanismos fisiopatológicos 
envolvidos com a gênese da obesidade, aliados à necessidade de se 
desenvolverem métodos terapêuticos mais eficientes têm servido como base 
para o avanço do conhecimento dos mecanismos que regulam a fome e o gasto 
energético. 
Sabe-se atualmente que os distúrbios da homeostase energética corporal 
dependem em grande parte de desajustes de um complexo e poderoso sistema 
biológico, coordenado pelo sistema nervoso central (SNC). Grupos específicos 
de neurônios localizados em núcleos hipotalâmicos recebem sinais hormonais e 
nutricionais oriundos da periferia e os convertem em informações que permitem 
um contínuo ajuste da sensação de fome e do gasto energético (Schwartz et al. 
2005, Cone 2005). Falhas neste sistema podem levar ao surgimento e ao 
agravamento da obesidade. 
22 
 
 
 
O controle funcional desses grupos de neurônios é feito principalmente pela 
integração dos sinais gerados pelos hormônios leptina e insulina, que 
desempenham um papel adipostático, controlando em longo prazo o balanço 
energético e a massa corpórea (Schwartz et al. 2000, Velloso 2006). Inúmeros 
outros fatores circulantes produzidos principalmente pelo tecido adiposo, trato 
gastrointestinal (como a colecistoquinina, o glucagon-like peptide-1, o peptídeo 
YY, Polipeptídeo inibitório gástrico e a grelina) e pâncreas, além do próprio 
nutriente, podem modular o comportamento alimentar agindo como sinais de 
saciedade no hipotálamo e em outras áreas do SNC. No entanto, estes fatores 
não possuem ação relevante sobre os estoques de gordura corporais, já que não 
são secretados em quantidade proporcional ao estoque de energia, como ocorre 
com a leptina (Schwartz et al. 2000, Velloso 2006, Badman and Flier 2005). 
A leptina é um polipeptídeo produzido pelo tecido adiposo branco e secretado 
na circulação, em níveis proporcionais à massa desse tecido (Zhang et al. 1994, 
Friedman 2009) e em menor proporção pela ingestão imediata de alimentos. A 
leptina, é, sem dúvida, o mais importante sinal periférico responsável por 
estabelecer uma conexão entre os sítios de estoque de energia e o SNC, 
atuando de uma maneira mais específica e robusta no controle da adiposidade 
(Zhang et al. 1994, Velloso 2006). 
A insulina é um hormônio peptídico secretado exclusivamente pelas células 
β-pancreáticas em resposta à concentração plasmática de nutrientes. Além da 
função clássica na regulação do metabolismo da glicose, a insulina possui ações 
centrais no controle do balanço energético semelhantes às da leptina, ou seja, 
em contraste com seus efeitos anabólicos sobre tecidos periféricos, sua ação 
hipotalâmica produz efeitos catabólicos (Porte et al. 2005), sendo considerada o 
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segundo mais importante sinalizador periférico para o hipotálamo, não apenas 
por sua ação abrangente, mas também por atuar como potencializador do sinal 
da leptina (Porte et al. 2005, Velloso 2006). 
Na última década, vários grupos de pesquisadores observaram que a leptina 
e a insulina são transportadas através da barreira hematoencefálica e agem em 
seus respectivos receptores (ObRb e IR) os quais são expressos 
predominantemente em neurônios no núcleo arqueado do hipotálamo, mas 
também em outras regiões do cérebro (Tartaglia 1997, Folli et al. 1994,Torsoni 
et al. 2003). 
No núcleo arqueado do hipotálamo, duas subpopulações de neurônios agem 
como sensores de primeira ordem para os sinais oriundos da periferia. Uma 
expressa os neurotransmissores orexigênicos neuropeptídeo Y (NPY) e 
peptídeo relacionado Agouti (AgRP), enquanto a outra expressa os 
neurotransmissores anorexigênicos peptídeo alfa-melanócito-estimulante (α-
MSH- clivado a partir de POMC) e peptídeo regulado por cocaína e anfetamina 
(CART) (Flier 2004, Cone 2005). As conexões de ambos os tipos de neurônios 
se fazem com duas subpopulações distintas tanto no núcleo paraventricular 
(PVN) quanto no hipotálamo lateral (LH). No PVN existem neurônios que 
expressam os neurotransmissores hormônio liberador de corticotropina (CRH) e 
hormônio liberador de tireotrofina (TRH) ambos com funções anorexigênicas e 
pró-termogênicas (Schwartz et al. 2000). Por outro lado, no LH também duas 
subpopulações distintas foram caracterizadas, uma delas expressando a orexina 
e a outra expressando o hormônio concentrador de melanina (MCH), com ações 
orexigênica e anti-termogênica (Schwartz et al. 2005, Flier  2004, Pereira da Silva 
et al. 2003). 
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Desta forma, em situações de jejum prolongado e em indivíduos com baixo 
percentual de gordura corporal, há baixos níveis de leptina e insulina, 
predominando os sinais e conexões excitatórios para os neurônios 
NPY/AgRPérgicos e os sinais e conexões inibitórios para os neurônios α-
MSH/CARTérgicos resultando assim em um aumento da expressão de orexina 
e MCH no LH, acompanhado da redução da expressão de TRH e CRH no PVN 
(Flier 2004, Schwartz et al. 2005). 
Por outro lado, após uma refeição, quando principalmente os níveis de 
insulina se elevam há uma redução da expressão de orexina e MCH no LH e 
aumento da expressão de TRH e CRH no PVN (Schwartz et al. 2005). Em 
condições normais somente através da modulação da expressão de cada um 
destes intermediários os sinais trazidos da periferia pela leptina e pela insulina 
são convertidos em respostas funcionais adequadas que, em última instância, 
mantém um perfeito acoplamento entre a ingestão alimentar e a termogênese, 
resultando na estabilidade do peso corpóreo, conforme demonstrado na figura 
1. (Flier 2004, Cone 2005, Velloso 2006). 
Com o progressivo acúmulo de conhecimento a respeito da ação 
hipotalâmica da insulina, acreditou-se que poderiam existir mecanismos de 
resistência hipotalâmica a sinalização destes hormônios como participantes da 
gênese da obesidade, de forma semelhante à resistência periférica a insulina já 
conhecida no diabetes mellitus tipo 2 (Carvalheira et al. 2001, Flier 2004). Assim, 
a procura por evidências causais da resistência hipotalâmica a estes hormônios 
tornou-se alvo dos pesquisadores. 
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Figura 1. Controle hipotalâmico do balanço energético. A ingestão alimentar é regulada por 
sinais endócrinos originados nos tecidos periféricos e pelos peptídeos hipotalâmicos. Leptina e 
insulina inibem os neurônios orexigênicos  NPY/AgRP (em roxo) e estimulam os neurônios 
anorexigênicos da melanocortina (em verde), resultando na redução da ingestão de alimentos. 
Grelina, o peptídeo YY e outros fatores circulantes produzidos principalmente pelo trato 
gastrointestinal ativam ou inibem os neurônios NPY/AgRP, resultando em respostas orexigênicas 
ou anorexigênicas, respectivamente. Extraído de Schwartz e Morton 2002. 
 
A partir dos anos 90 diversos estudos demonstraram que um estado de 
inflamação sistêmica, crônica e de baixa intensidade está envolvido com a 
patogênese da obesidade, resistência à insulina e diabetes tipo 2 (Hotamisligil et 
al.1993). Foi observado a presença e o aumento da expressão gênica do fator 
de necrose tumoral  (TNF) no tecido adiposo de animais obesos. Além disso, 
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foram estudados outros mediadores inflamatórios que também estavam 
aumentados no tecido adiposo, fígado e músculo, órgãos alvos da sinalização 
da insulina, desencadeando a resistência à insulina nestes tecidos periféricos 
(Hotamisligil 2006). 
Sabendo que o hipotálamo tem um papel crucial na recepção e integração de 
informações periféricas sobre o estado nutricional e metabólico do indivíduo, 
logo se suspeitou que um estado inflamatório semelhante ao observado em 
tecidos periféricos poderia estar presente também neste tecido. 
Um estudo realizado pelo nosso grupo foi o primeiro a demonstrar que 
animais experimentais tratados com dieta contendo aproximadamente 40% de 
gordura saturada durante 16 semanas apresentavam um aumento da expressão 
de citocinas inflamatórias no hipotálamo, entre elas: TNF-α, IL-1β e IL-6 (De 
Souza et al. 2005). Na presença de níveis elevados destas citocinas, proteínas 
com atividade serina-quinase catalisam a fosforilação em serina de importantes 
mediadores da via de sinalização da insulina e da leptina, o que leva a uma 
resistência molecular à ação desses hormônios no hipotálamo (De Souza et al. 
2005). 
Além disso, foi evidenciado em outro estudo que apenas alguns tipos de 
ácidos graxos saturados são capazes de induzir a atividade inflamatória no 
hipotálamo a ponto de interferir na correta sinalização mediada pelos hormônios 
insulina e leptina. Foi verificado neste trabalho que os ácidos graxos saturados 
de cadeia longa promovem a mais robusta atividade inflamatória no hipotálamo 
através da ativação do Toll-like receptor 4 (TLR4). O TLR4 é um receptor de 
superfície celular que faz parte do sistema imune inato, reconhecendo 
lipopolissacárides presentes na parede celular de bactérias Gram-negativas, 
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sendo capaz de reconhecer de forma similar, estruturas lipídicas oriundas do 
consumo dietético podendo causar assim a ativação imunológica, mesmo sem a 
presença de um microrganismo invasor (Shi et al. 2006), resultando no aumento 
da expressão de citocinas pró-inflamatórias no hipotálamo e induzindo a 
resistência local à insulina e leptina (Milanski et al. 2009, Arruda et al. 2011). 
Um estudo mais recente demonstrou que a inflamação hipotalâmica 
associada à resistência aos hormônios leptina e insulina, precede o ganho de 
peso e a indução do processo inflamatório em tecidos periféricos (Thaler 2012), 
deixando a inflamação hipotalâmica em uma posição de destaque na 
patogênese desta doença. 
Foi demonstrado ainda que o estresse de retículo endoplasmático (ERS) é 
outro mecanismo envolvido na conexão entre os ácidos graxos e a inflamação 
hipotalâmica (Milanski et al. 2009, Hotamisligil 2010). O retículo endoplasmático 
é responsável pela síntese, maturação e tráfico de proteínas. O enovelamento 
inadequado de proteínas recém-formadas pode ter consequências deletérias à 
célula, e seu acúmulo leva ao início de uma resposta adaptativa chamada UPR 
(unfolded protein response), durante a qual a tradução global é reduzida, como 
parte de uma estratégia biológica que tem por objetivo resolver o processo 
(Hotamisligil, 2010). O ERS parece desempenhar um papel fundamental na 
indução de resistência à leptina no hipotálamo, embora os mecanismos pelos 
quais o ERS é induzido na presença de dieta hiperlipídica não são bem 
compreendidos. Em um estudo realizado por Ozcan e colaboradores (2009), foi 
observado que a inibição do ERS restaurou a sensibilidade à leptina e resultou 
na diminuição do peso corporal em camundongos submetidos à dieta 
hiperlipídica, enquanto que a indução de ERS em neurônios resulta em 
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resistência à leptina e obesidade.  Milanski e colaboradores observaram uma 
relação causal entre a ativação do TLR4 e a indução do ESR, já que a inibição 
do TLR4 em animais submetidos a uma dieta rica em gordura ou à injeção 
intracerebroventricular (icv) de ácidos graxos saturados é suficiente para 
melhorar o ESR, sugerindo ser este um evento secundário à ativação do TLR4 
(Milanski et al. 2009). 
Em um outro estudo realizado pelo nosso grupo foi evidenciado em 
experimentos com roedores, que a perpetuação da resposta inflamatória, 
através do consumo prolongado de ácidos graxos saturados, resulta na ativação 
de vias apoptóticas que levam à perda de neurônios do núcleo arqueado, 
principalmente os anorexigênicos POMC, perdas funcionais hipotalâmicas 
irreversíveis (Moraes et al. 2009). 
Baseado nestes estudos, fica claro que o consumo prolongado de 
determinados tipos de dieta, atuando sobre um background genético favorável, 
pode comprometer transitória ou definitivamente, o padrão funcional do 
hipotálamo, concorrendo para a instalação e eventual perpetuação da 
obesidade, mesmo com a cessação do estímulo original conforme representado 
pela figura 2. 
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Figura 2. As principais vias intracelulares envolvidas na indução da disfunção hipotalâmica  
estão ilustradas. Todas estas vias interagem uma com as outras para amplificar a resposta à 
dieta rica em gordura e obesidade. Abreviações: ER, retículo endoplasmático; IKK inibidor do 
factor nuclear kB quinase subunidade b; JNK, c-Jun quinase no terminal amino; C SFA, de cadeia 
longa SFA; TLR4, receptor Toll-like 4; TNFR1, receptor do factor de necrose tumoral 1. Extraído 
de Williams, L. M. 2012. 
 
Embora esteja bem estabelecido que o consumo de dietas ricas em ácidos 
graxos saturados seja um dos principais fatores ambientais relacionados ao 
desenvolvimento de obesidade, pouco se sabe sobre a ação dos ácidos graxos 
insaturados na gênese da obesidade. Estudos epidemiológicos, inicialmente 
demonstraram uma redução acentuada na incidência de doença 
cardiovasculares, associada ao consumo de uma dieta mediterrânea ou mesmo 
na população nativa de regiões do Ártico que, embora se alimentassem de uma 
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dieta rica em gordura, está se baseava predominantemente por ácidos graxos 
poli-insaturados (PUFAs) ômega-3. (Arós and Estruch 2013, Bjerregaard et al. 
1997). 
Inúmeros outros artigos demonstraram que a suplementação dietética de 
PUFAs parece exercer um papel protetor diante de vários processos 
inflamatórios como visto na artrite reumatoide, esclerose múltipla, câncer  
colorretal e doenças neurodegenerativas (Volker et al. 2000, Riccio et al. 2016,  
Serini et al. 2016, Song et al. 2016). 
Recentemente nosso grupo mostrou que a substituição da gordura saturada 
da dieta por PUFAs ômega-3 ou a sua infusão purificada direta no hipotálamo de 
animais obesos e diabéticos reduz a inflamação hipotalâmica associada à 
obesidade, além de restabelecerem o controle da fome e do gasto energético 
(Cintra et al. 2012). Outro importante efeito de PUFAs no hipotálamo é a 
capacidade de induzir a neurogenese de neurônios POMC (Nascimento et al. 
2015). 
Na última década foram descobertos dois mecanismos através dois quais 
alguns ácidos graxos insaturados exercem efeitos anti-inflamatórios em tecidos 
periféricos: a ativação do receptor GPR120 (Talukdar et al. 2011) e a síntese de 
mediadores lipídicos especializados na pró-resolução, evidenciando a primeira 
base molecular para muitos benefícios a saúde provenientes do consumo 
dietético de ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (Serhan et al. 2000). 
 O receptor GPR120 é um receptor acoplado a proteína G que possui 
inúmeros agonistas para a sua atividade, entre eles os ácidos graxos poli-
insaturados ômega-3 α-linolênico (ALA), eicosapentaenoico (EPA) e 
docosahexaenóico (DHA). Segundo estudos conduzidos por Oh e seus 
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colaboradores, a melhora do perfil metabólico e a redução da inflamação de 
tecidos periféricos observadas com a suplementação dietética com óleo de 
peixe, não são observadas em animais knockout para o GPR120, sugerindo que 
pelo menos parte dos efeitos da suplementação seriam provenientes da 
atividade deste receptor. Segundo ainda este estudo, o consumo de uma dieta 
rica em DHA induz ao aumento da atividade do GPR120, que de maneira 
dependente da β-arrestina 2 bloqueia transdução de sinais das vias do 
IKK/IκB/NFκB e JNK, inibindo portanto a sinalização inflamatória e melhorando 
o fenótipo metabólico associado a obesidade (Oh et al., 2010).  
Já a síntese de resolvinas a partir dos PUFAs ômega-3 tem sido demonstrada 
desempenhando papeis imunorregulatórios em uma série de tecidos e tem 
potencial relevância em muitas doenças inflamatórias, como doenças 
cardiovasculares, periodontais, artrite reumatoide, doenças neurodegenerativas, 
asma, assim como no diabetes e na obesidade (Serhan et al. 2000, Serhan and 
Savill 2005, Schwab et al. 2007, Kalupahana et al. 2011). Embora atualmente se 
reconheça um papel crítico para o processo inflamatório nestas doenças, os 
mecanismos moleculares detalhados e eventos biológicos que regulam a 
progressão e a resolução da inflamação ainda não estão totalmente 
compreendidos. 
A poucos anos, acreditava-se que a resolução da inflamação ocorria de forma 
passiva, pela dissipação dos sinais quimiotáxicos iniciados na fase inicial da 
resposta inflamatória aguda. Hoje, sabe-se que a resolução da inflamação é um 
processo ativo, conduzido e regulado pela biossíntese temporal de mediadores 
lipídicos especializado na pro-resolução (Figura 1). O reconhecimento da 
natureza proativa da resolução da inflamação revelou paradigmas terapêuticos 
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alternativos para muitas destas desordens inflamatórias com base na resolução 
da inflamação aguda e prevenção da inflamação crônica (Serhan and Savill 
2005, Serhan et al. 2008, Seki et al. 2010). 
O laboratório do professor e pesquisador Charles Serhan da Universidade de 
Harvard, a pelo menos duas décadas, direcionou suas pesquisas na elucidação 
de pequenas moléculas bioativas que induzem a resolução ativa da inflamação 
aguda. Utilizando um método específico de espectrometria de massa com 
cromatografia liquida, ele analisou exsudatos auto-limitados em modelos de 
animais in vivo, bem como em células isoladas humanas e identificou um novo 
gênero de mediadores lipídicos bioativos, que compreendem 4 famílias de 
estruturas distintas: as lipoxinas (LXs), biossintetizadas a partir do ácido 
araquidônico (AA);  e, as protectinas (PDs), as resolvinas (Rvs) e as maresinas 
(Mars) biossitetizadas a partir dos PUFAs ômega-3, DHA ou EPA (Serhan et al. 
2000, Serhan and Savill 2005, Serhan et al. 2008).  
Estes novos mediadores lipídicos sao biossintetizados na fase de resolução 
da inflamação aguda, que é acompanhada portanto, por uma mudança ativa nos 
mediadores que predominam no exsudato. Inicialmente mediadores lipídicos 
pró-inflamatórios clássicos, como prostaglandinas e leucotrienos são gerados e 
ativam e amplificar os sinais cardinais da inflamação garantindo a defesa do 
organismo. Na sequência, as prostaglandinas E2 e D2 induzem gradualmente 
através de enzimas-chave, a produção de mediadores lipídicos que possuem 
atividades anti-inflamatórias e de pró-resolução, favorecendo o retorno a 
homeostase e a manutenção da integridade tecidual (Fig. 1). É importante 
ressaltar que a síntese destes mediadores segue um time course que favorece 
inicialmente a resposta inflamatória e de defesa do hospedeiro seguido da 
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resolução e retorno à homeostase, conforme demonstrado na figura 3 (Serhan 
et al. 2008, Seki et al. 2010). 
 
Figura 3: O resultado da inflamação aguda: resolução, cronicidade e fibrose - Extraído e 
modificado de Serhan et al. 2008.  
 
Os estudos conduzidos no laboratório do professor Serhan demonstraram 
ainda que a resolução da inflamação é um processo distinto dos processos anti-
inflamatórios, isto porque, além de servir como agonistas para parar e reduzir 
seletivamente a infiltração de neutrófilos para o tecido inflamado, estas 
moléculas de pró-resolução em geral, também estimulam o recrutamento não 
flogistico de monócitos; ativam a fagocitose de microrganismos e células 
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apoptóticas por macrófagos; aumentam a remoção de fagócitos linfáticos e 
estimulam a expressão de mecanismos de defesa antimicrobianos (Figura 4) 
(Serhan and Savill 2005, Serhan et al. 2008, Seki et al. 2010). 
 
Figura 4: Ações anti-inflamatórias e de pró-resolução específicas de lipoxinas, resolvinas e 
protectinas - Extraído de Serhan et al. 2008.  
 
Em particular, as resolvinas da série D, apresentam como substrato para sua 
biossíntese o DHA e demonstram potentes ações anti-inflamatórias, de pró-
resolução e citoprotetoras (Serhan et al. 2000). Esta família de mediadores é 
ainda dividida em dois grupos: as resolvinas D17S e D17R, de acordo com a rota 
biossintética em que são produzidas em exsudatos inflamatórios durante a 
resolução da inflamação. A D17S é convertida em resolvinas da série D (RvD1-
RvD6) através de vias bioquímicas distintas, envolvendo etapas iterativas de 
lipoxigenação, formação de epóxido, e hidrolises enzimáticas.  Alternativamente, 
a conversão de D17R em resolvinas da série D (AT- RvD1-4), é desencadeada 
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pelo ácido acetilsalicílico, através da COX-2 acetilada ou ainda via P450 e 
subsequentes transformações enzimáticas (Seki et al. 2010, Serhan et al. 2008). 
Estes eicosanóides biossintetizados a partir do DHA, exercem suas ações 
através de receptores de superfície celular, que pertencem à superfamília de 
receptores acoplados a proteína-G (GPCR) (Vinolo 2012). A resolvina D2 
(RvD2), foco deste estudo, apresenta um GPCR de superfície celular específico 
recentemente identificado, o GPR18. Este receptor é expresso em leucócitos 
humanos incluindo neutrófilos polimorfonucleares, monócitos e macrófagos, 
mediando a atividade da RvD2 na resolução de infecções e proteção de órgãos 
(Chiang et al. 2015). 
Desde a caracterização inicial, uma série de estudos vem elucidando o 
mecanismo de ação destas novas substancias imunorregulatórias em diferentes 
tecidos e processos inflamatórios. As resolvinas da série D são de particular 
interesse uma vez que as membranas de células do cérebro, da retina são muito 
ricas em DHA. Um estudo recente demonstrou que estas resolvinas foram 
capazes de diminuir a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias como 
TNF-α e IL1-β em micróglia após danos neurais (Serhan et al. 2006). Estudos 
adicionais demonstraram ainda que as resolvinas derivadas do DHA também 
atuam reduzindo a peritonite, a inflamação cutânea e protegendo os órgãos das 
lesões de reperfusão e neovascularização (Serhan et al. 2008). 
Além disso, sabendo que há uma correlação entre o comprometimento 
cognitivo e a diminuição dos níveis circulatórios de DHA, um grupo de 
pesquisadores investigou o papel da neuroprotectina D1 (NPD1) na doença de 
Alzheimer. Neste estudo os pesquisadores verificaram que a NPD1 foi capaz de 
diminuir o acúmulo de peptídeos amiloidogênicos Aβ, principal determinante 
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desta doença neurodegenerativa progressiva, ativando um programa de 
expressão de genes anti-inflamatórios, neuroprotetores e anti-apoptóticos que 
promoveu a sobrevivência das células neuronais humanas nesta doença (Lukiw 
et al. 2005). O mesmo grupo também identificou e caracterizou as propriedades 
neuroprotetoras da NPD1 em modelos de camundongos com isquemia cerebral 
(Marcheselli et al. 2003) e a atividade biológica da NPD1 em células epiteliais da 
retina com ações anti-apoptóticas e anti-inflamatórias (Mukherjee et al. 2004). 
Foi evidenciado ainda, em um outro estudo, que a resolvina D1 (RvD1), assim 
com seu precursor, estavam presentes no tecido adiposo de camundongos 
obesos. A RvD1 foi capaz de induzir uma mudança no perfil dos macrófagos do 
tecido adiposo, de um perfil clássico pró-inflamatório para um alternativo estado 
anti-inflamatório. Este fenótipo de mudança foi acompanhado pela inibição da 
secreção de adipocinas pró-inflamatórias em células da fração estromo vascular 
do tecido adiposo. Além disso, este estudo demonstrou que a RvD1 tem potente 
ação anti-inflamatória em macrófagos por promover a fagocitose não flogística, 
um passo crítico para a proteção do tecido e resolução do processo inflamatório 
(Titos et at, 2011). 
Um estudo recentemente publicado, demonstrou que os sinais químicos que 
ativamente estimulam a resolução da inflamação e infecção foram verificados no 
leite humano. Neste estudo foi identificado o perfil de assinatura de mediadores 
lipídicos pró- e anti-inflamatórios no leite humano. Além disso, foi evidenciado 
um importante papel exercido por eles na modulação da inflamação e 
estimulação da resolução durante o desenvolvimento imunológico precoce, 
exibindo ações potentes no sistema imune inato e no desenvolvimento 
neurológico infantil. Dentre estes mediadores recém descobertos no leite 
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humano, a RvD2 e MAR1 estão presentes em níveis biologicamente relevantes, 
participando ativamente da resolução atempada da inflamação aguda, reduzindo 
a magnitude da infiltração de polimorfonucleares e acelerando o retorno a 
homeostase (Arnardottir et al. 2015). 
Tian e colaboradores relataram ainda que injeções intratecais da RvD2 
atenuou a lesão inflamatoria de fibras nervosas em um modelo animal de doença 
de Parkinson induzida por lipopolissacarídeos. Este efeito ocorreu pela inibição 
da liberação de citocinas inflamatórias e da sinalização pró-inflamatória da via 
do TLR4/NFkB. Portanto, dada a potência deste tratamento e dos efeitos 
secundários conhecidos dos inibidores inflamatórios na microglia, o uso de 
mediadores lipídicos especializados na pro-resolução, em especial, o uso da 
RvD2 pode representar uma nova perspectiva terapeutica para o tratamento de 
doenças neurodegenerativas (Tian et al. 2015). 
Desta forma, resolvinas da série D tem sido de grande interesse por parte 
dos pesquisadores no controle da resolução da inflamação, na defesa do 
hospedeiro e em tecidos neurais, no entanto nada se sabe a respeito dos efeitos 
deste mediador lipídico na mediação da inflamação hipotalâmica na obesidade. 
Neste contexto, aventamos a hipótese de que, a produção da RvD2 no 
hipotálamo, seria um mecanismo por meio do qual ácidos graxos poli-
insaturados ω-3 controlariam a inflamação hipotalâmica na obesidade e 
contribuiriam para perda de peso e melhora metabólica. 
Acreditamos que este estudo, além de promover avanços na compreensão 
dos mecanismos que controlam o processo inflamatório hipotalâmico na 
obesidade, poderá oferecer perspectivas para o desenvolvimento de novas 
abordagens terapêuticas para a obesidade. 
38 
 
 
 
JUSTIFICATIVA 
Abordagens nutricionais podem contribuir para avanços consideráveis no 
tratamento e prevenção da obesidade. A identificação das resolvinas como 
mediadores dos efeitos de ácidos graxos ω-3 em vários tecidos do organismo 
abriu perspectivas para uma ação anti-inflamatória e de pró-resolução no 
hipotálamo de animais obesos. Desta forma, o desenvolvimento de nutrientes 
com propriedades farmacológicas que possam atenuar a inflamação 
hipotalâmica poderá surgir como opção viável na terapêutica da obesidade e de 
condições metabólicas associadas.  
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OBJETIVOS 
 
Objetivo Geral: 
 
- Avaliar o papel da resolvina D2 no hipotálamo de um modelo animal de 
obesidade induzida por dieta.  
 
Objetivos Específicos: 
 
- Caracterizar a via de biossíntese da RvD2 e de seu receptor no hipotálamo 
de camundongos magros e com obesidade induzida por dieta rica em ácidos 
graxos saturados; 
 
- Avaliar o impacto da suplementação dietética com ácido α-linolênico sobre 
parâmetros que reflitam a disfunção hipotalâmica na obesidade e, determinar se 
parte destes efeitos podem ser mediados pela atividade da RvD2; 
 
- Avaliar a repercussão metabólica do tratamento intracerebroventricular 
com o substrato para a biossíntese da RvD2, o ácido docosahexaenoico (DHA) 
e com a RvD2 exógena em um modelo animal de obesidade. 
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Abstract 
 
Diet-induced hypothalamic inflammation has emerged as an important 
mechanism leading to dysfunction of the neurons involved in controlling food 
intake and energy expenditure. A number of pharmacological and genetic 
approaches that reduce inflammation in the hypothalamus can attenuate the 
obese and metabolic phenotypes associated with the excessive consumption of 
dietary fats. Recent studies have shown that polyunsaturated fatty acids can also 
reduce hypothalamic inflammation. Here, we evaluated the presence and 
function of RvD2, a resolvin produced from docosahexaenoic acid, in the 
hypothalamus of obese mice. All enzymes involved in the synthesis of RvD2 were 
detected in the hypothalamus and were modulated in response to the 
consumption of dietary fat, leading to a reduction of hypothalamic RvD2. GPR18, 
the receptor for RvD2, which was detected in POMC and NPY neurons, was also 
modulated by dietary fat. The substitution of saturated by polyunsaturated fatty 
acids in the diet resulted in increased hypothalamic RvD2, which was 
accompanied by reduced body mass and improved glucose tolerance. In 
addition, intracerebroventricular treatment with docosahexaenoic acid resulted in 
increased expression of the RvD2 synthetic enzymes, increased expression of 
anti-inflammatory cytokines and improved metabolic phenotypes. Finally, 
intracerebroventricular treatment with exogenous RvD2 resulted in reduced 
adiposity, improved glucose tolerance and increased hypothalamic expression of 
anti-inflammatory cytokines. In conclusion, RvD2 is produced in the 
hypothalamus and its receptor and synthetic enzymes are modulated by dietary 
fats. The improved metabolic outcomes of exogenous RvD2 make this substance 
an attractive approach to treat obesity and its comorbidities.  
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Highlights 
 
 The pro-resolving lipid product, resolvin D2 (RvD2), and its synthetic 
pathway are present in the hypothalamus and can be modulated by dietary 
approaches. 
 Diet-induced obesity leads to the reduction of RvD2 in the hypothalamus 
and the consumption of omega 3-enriched diet can revert this phenotype. 
 The exogenous administration of RvD2 in the hypothalamus reduces 
obesity-associated hypothalamic inflammation and promotes body mass 
reduction. 
 
eToc Blurb 
Pascoal and co-workers show that dietary fats can modify the hypothalamic 
amount of resolvin D2, an anti-inflammatory substance produced from the 
omega-3 polyunsaturated fatty acid DHA. In obesity, the hypothalamic levels of 
RvD2 are reduced whereas the substitution of saturated by unsaturated fats in 
the diet can restore its amounts. Exogenous RvD2 reduces body mass by 
increasing energy expenditure. Thus, RvD2 and its signalling systems may 
become attractive approaches to treat obesity. 
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Introduction  
 
The prompt resolution of acute inflammation triggered by infectious agents, 
trauma or chemical stimulus play an essential role in avoiding chronicity and 
unwanted tissue damage that could result from an unrestrained response to the 
original harmful stimulus (Serhan and Savill, 2005). Lipoxins (Takano et al., 
1998), resolvins (Arita et al., 2005; Serhan et al., 2002) and protectins (Serhan et 
al., 2006) are families of endogenously-produced, lipid-derived substances that 
act in the resolution phase of acute inflammatory processes (Serhan et al., 2008). 
A number of recent studies have characterised the mechanisms involved in the 
synthesis and action of these substances in different inflammatory conditions, 
providing evidence for their essential role in tissue protection and demonstrating 
their potential use as therapeutic tools in several diseases (Chiang et al., 2012; 
Hsiao et al., 2013; Park et al., 2011; Rogerio et al., 2012). 
Resolvin D2 (RvD2), one of the members of the resolvin family, is produced from 
the omega 3-polyunsaturated fatty acid, docosahexaenoic acid (DHA), as a result 
of a series of reactions catalysed by lipoxygenases (Serhan et al., 2002). The 
anti-inflammatory and pro-resolution effects of RvD2 are mediated, at least in 
part, by the pertussis-sensitive G-protein-coupled-receptor (GPCR), GPR18, by 
a signalling mechanism yet to be fully elucidated (Chiang et al., 2012; Norling et 
al., 2012). Although most studies have explored the role of resolvins in acute 
inflammatory conditions, a recent study has provided evidence that both RvD2 
and resolvin D1 (RvD1) can modulate the chronic inflammatory process that 
takes place in the adipose tissue of obese subjects (Claria et al., 2012). In 
addition, treatment with 17-hydroxydocosahexaenoic acid (17-HDHA), a 
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precursor of RvD2, reduced inflammation and corrected systemic insulin 
resistance in obese diabetic rodents (Neuhofer et al., 2013).  
Currently, obesity is one of the most prevalent diseases in the world 
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/). It is the main risk factor 
for type 2 diabetes mellitus (T2D) and is also an important predisposing condition 
for hypertension, atherosclerosis and some types of cancer (Eckel et al., 2005). 
Saturated fatty acids present in the diet induce an inflammatory response in the 
hypothalamus, leading to a dysfunctional regulation of caloric intake and energy 
expenditure (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009; 
Velloso et al., 2015; Zhang et al., 2008), which plays an important role in the 
genesis and perpetuation of obesity (Ignacio-Souza et al., 2014; Thaler et al., 
2012). In fact, a number of pharmacological and genetic approaches used to 
dampen obesity-linked hypothalamic inflammation result in the reversal of the 
obese phenotype in animal models (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009; 
Romanatto et al., 2009; Thaler et al., 2012; Zhang et al., 2008). Recent studies 
have also shown that increased content of 3 fatty acids in the diet or direct 
hypothalamic injection of 3 fatty acids can reduce obesity-linked hypothalamic 
inflammation, increase POMC neuron-specific neurogenesis and attenuate the 
obese phenotype (Cintra et al., 2012; Nascimento et al., 2015).  
Because 3 fatty acids are precursors of RvD2, we evaluated the activity of this 
system in the hypothalamus of obese rodents. Here, we demonstrate that 
consumption of a diet rich in saturated fatty acids reduces the amount of RvD2 in 
the hypothalamus, while dietary supplementation or direct hypothalamic injection 
of 3 fatty acids stimulate its synthesis. Administration of exogenous RvD2 
reduces diet-induced hypothalamic inflammation and rescues from the obese 
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phenotype. Thus, direct or indirect methods leading to the increase of RvD2 in 
the hypothalamus are potentially useful approaches to attenuate hypothalamic 
inflammation and dysfunction in obesity.  
 
Results 
GPR18 is widely expressed in neurons of the medium-basal hypothalamus. 
GPR18 was recently defined as the receptor for RvD2 (Chiang et al., 2015). We 
employed immunofluorescence staining to determine the expression and 
distribution of GPR18 in the hypothalamus of lean mice. Figure 1 shows that 
some, but not all, of the NPY (Fig. 1A) and POMC neurons (Fig. 1B) express 
GPR18. However, we could not detect any Iba1 positive cells (microglia) 
expressing GPR18 (Fig. 1C). 
 
Consumption of dietary fats modulates proteins involved in RvD2 synthesis and 
action. High consumption of dietary fats is one of the most important 
environmental factors leading to obesity (Moussavi et al., 2008). Here, mice were 
fed either chow or a high-fat diet (HF) that was rich in saturated fats. Then, we 
evaluated the hypothalamic expression of proteins involved in the synthesis and 
action of RvD2. In Figure 2A, there is a schematic representation of the main 
enzymes involved in the synthesis of RvD2. The receptor for RvD2, GPR18 is 
also depicted in the scheme (Fig. 2A). PLA2 and 15-LOX, which are involved in 
the initial steps of RvD2 synthesis, are inhibited early after HF introduction and 
then undergo a significant increase at middle and late phase obesity (Fig. 2B–
2C). Conversely, 5-LOX, the enzyme involved in the final step of RvD2 synthesis, 
undergoes an early increase and then returns to levels similar to control by middle 
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and late phase obesity (Fig. 2D). GPR18 is also regulated by dietary fats, 
undergoing an early reduction, then returning to base-line levels at middle obesity 
(eight weeks) and finally reducing again at late obesity (16 weeks) (Fig. 2E). 
 
Hypothalamic RvD2 is reduced during late obesity. To measure hypothalamic 
RvD2, we employed a MALDI method, which was adapted from a mass 
spectrometry method, as previously described (Hong et al., 2007). As depicted in 
Figures 2F and 2G, RvD2, which corresponds to m/z 375, is significantly reduced 
in the hypothalamus of mice fed for 16 weeks on HF. 
 
Polyunsaturated fatty acid-rich diet increases RvD2 in the hypothalamus and 
improves the metabolic phenotype of obese mice. Mice were initially fed the HF 
diet for eight weeks and then were randomly selected for either continuing on the 
current HF or transferring to a HF on which lard was substituted by a PUFA-rich 
oil (HFS) (Table 1); lean controls (CT) were maintained on chow throughout the 
experiment (Fig. 3A). PUFA substitution resulted in an increased amount of RvD2 
in the hypothalamus (Fig. 3B). This was accompanied by a reduction of diet-
induced expression of the pro-inflammatory cytokine transcripts TNFα (Fig. 3C) 
and IL1β (Fig. 3D) in the hypothalamus. In addition, the PUFA-rich diet reduced 
body mass gain without affecting caloric intake (Fig. 3E–3F). The consumption of 
a PUFA-rich diet was accompanied by improved glucose tolerance, as 
determined via a glucose tolerance test (Fig. 3G) and by increased sensitivity to 
insulin, as determined by the constant of glucose decay (kITT) (Fig. 3H) during 
an insulin tolerance test. 
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Docosahexaenoic acid induces the expression of proteins involved in the 
synthesis of RvD2 in the hypothalamus. Next, we tested the hypothesis that 
injecting DHA, the substrate for RvD2 synthesis, directly in the hypothalamus 
could modulate the proteins involved in its synthesis. For that, mice fed the HF 
diet for four weeks were subjected to an icv cannulation and treated for four days, 
either with saline or with different amounts of DHA (Fig. 4A). As depicted in 
Figures 4B–4E, DHA exerted a positive, dose-dependent effect on the 
expressions of PLA2, 15-LOX, 5-LOX and GPR18, respectively.  
 
Docosahexaenoic acid in the hypothalamus increases the expression of anti-
inflammatory cytokines and reduces body mass. The consumption of dietary 
saturated fats induces hypothalamic inflammation and increases body mass (De 
Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009; Velloso et al., 2015; 
Zhang et al., 2008). When mice were icv treated with DHA, there was an 
increased expression of two anti-inflammatory cytokines in the hypothalamus – 
IL6 (Fig. 4F) and IL10 (Fig. 4G). This was accompanied by reduced caloric intake 
(Fig. 4H) and reduced body mass (Fig. 4I). 
 
RvD2 improves inflammatory and metabolic phenotypes in obese mice. Obese 
mice were submitted to icv cannulation and treated with RvD2 icv for 11 days 
(Fig. 5A). Either 3.0 or 50 ng RvD2 was sufficient to increase the hypothalamic 
expression of GPR18 (Fig. 5B). RvD2 icv was not capable of modifying caloric 
intake (Fig. 5C); nevertheless, 3.0 ng icv was sufficient to reduce body mass gain 
(Fig. 5D), while both 3.0 and 50 ng produced a significant reduction of visceral fat 
(Fig. 5E). The 3.0 ng, but not the 50 ng, dose improved glucose tolerance, as 
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determined by the area under the glucose curve during a GTT (Fig. 5F). The 3.0 
ng, but not the 50 ng, dose led to an increased expression of the anti-
inflammatory cytokines IL6 (Fig. 5G) and IL10 (Fig. 5H) in the hypothalamus. In 
addition, 3.0 ng RvD2 injected icv increased the expressions of UCP1 (Fig. 5I) 
and PGC1α (Fig. 5J) in the brown adipose tissue. This was accompanied by the 
increased whole body consumption of O2 (Fig. 5K) and reduced respiratory 
quotient (Fig. 5M). Resistance to leptin is a hallmark of diet-induced obesity 
(Myers et al., 2012). In the final part of this study we tested the hypothesis that 
RvD2 could revert hypothalamic leptin resistance in obese mice. For that, obese 
mice were initially treated icv with saline or RvD2 and then treated with either 
saline or leptin. Spontaneous intake of diet was measured over a period of 12 h. 
As depicted in Figure 5N, RvD2 was sufficient to significantly reduce food intake 
in response to leptin. 
 
Discussion 
In experimental obesity, the consumption of dietary fats leads to the rapid 
activation of an inflammatory response in the hypothalamus (Thaler et al., 2012). 
Over time, neurons of the medium-basal hypothalamus involved in the control of 
food intake and energy expenditure are affected by inflammation and become 
dysfunctional (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009; Moraes et al., 2009; 
Velloso et al., 2015; Zhang et al., 2008). The anomalous activity of such neurons 
is characterised, at least in part, by their reduced responsiveness to the 
adipostatic hormones, leptin and insulin (Bjorbaek et al., 1998; Carvalheira et al., 
2001; De Souza et al., 2005). In addition, upon prolonged exposure to dietary 
fats, more dramatic outcomes may occur, such as defects in mitochondrial 
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function (Dietrich et al., 2013; Schneeberger et al., 2013), anomalous regulation 
of autophagy (Coupe et al., 2012; Portovedo et al., 2015) and the 
ubiquitin/proteasome system (Ignacio-Souza et al., 2014) and, eventually, 
increased neuronal apoptosis (Moraes et al., 2009).  
Several approaches employing genetic and pharmacological tools to dampen 
hypothalamic inflammation were successful in reducing adiposity and improving 
the metabolic phenotypes associated with obesity (Velloso et al., 2015; Velloso 
and Schwartz, 2011). More recently, reduction of diet-induced hypothalamic 
inflammation and improvement of the obese phenotype were obtained by the use 
of DHA, either in the diet or directly injected into the hypothalamus (Cintra et al., 
2012). Since DHA is the substrate for RvD2 synthesis, we decided to evaluate if 
the hypothalamus is equipped for producing this resolvin, and if so, how would it 
be regulated in diet induced obesity. 
Initially, using immunofluorescence, we showed that GPR18, the receptor for 
RvD2, is expressed in the hypothalamus, particularly in POMC and NPY neurons. 
We could not detect any labelling for GPR18 in microglia. No previous study has 
evaluated the expression and distribution of GPR18 in the brain. However, at 
least one study has used RvD2 to treat chronic pain by injecting the substance 
into the spine, which suggests that sensory neurons are responsive to this 
resolvin and may express GPR18 (Xu et al., 2010). 
Next, we evaluated the hypothalamic expression of enzymes involved in the 
conversion of DHA to RvD2. Both in lean and obese animals, we detected the 
presence of all components of the RvD2 synthetic pathway and its receptor. 
Interestingly, upon high-fat feeding there was a modulation of expression of all 
elements of the synthetic pathway and the receptor. PLA2 and 15-LOX were 
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initially inhibited during the first days after beginning the diet and then underwent 
an increase at late stage obesity. Conversely, 5-LOX was initially stimulated and 
then normalised. We also measured the amount of RvD2, which was reduced at 
late stage obesity.  
There is very limited information about the production and function of RvD2 in the 
brain. In a study aimed at developing methods for the detection and measurement 
of resolvins, the presence of RvD2 was detected in the brain of mice subjected 
to a stroke, suggesting it could play a role in attenuation of the ischemic lesion 
(Hong et al., 2007). Another study evaluated the post-mortem brain of patients 
with Alzheimer’s disease (AD) (Wang et al., 2015). Interestingly, there was a 
direct correlation between the cerebrospinal fluid levels of RvD2 and the cognitive 
scores of the patients. The authors suggested that a defect in the production of 
resolvins in the brain could be connected to the evolution of AD. Similarly, an 
experimental study has demonstrated that ageing rats treated with DHA present 
improved memory, which was accompanied by increased brain levels of RvD2 
(Hashimoto et al., 2015). 
Besides its role as an endogenous substance produced to control the magnitude 
and duration of inflammation, much attention has been devoted to resolvins 
because of their potential use as exogenously delivered therapeutic agents 
(Serhan et al., 2008). Some studies have employed DHA or other substrates to 
induce the synthesis of endogenous RvD2 (Hashimoto et al., 2015; Neuhofer et 
al., 2013); whereas others have used RvD2 directly (Xu et al., 2010). Here, we 
first evaluated the impact of dietary substitution of saturated by unsaturated fats 
on the activity of the RvD2 system in the hypothalamus; next, we treated mice 
with DHA injected icv in the hypothalamus. Last, we treated mice with RvD2 icv 
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in the hypothalamus. All three approaches were very consistent to improve the 
obesity-associated metabolic phenotype of mice. In addition, both DHA and 
exogenous RvD2 were capable of inducing the hypothalamic expression of two 
cytokines with anti-inflammatory activity in the brain, IL10 and IL6.  
It has been shown that at least some of the beneficial effects of physical activity 
in the control of food intake and body adiposity are due to the increased 
expression of IL10 and IL6 in the hypothalamus (Ropelle et al., 2010). In fact, 
IL10 can attenuate not only mild inflammatory activity in the hypothalamus, as the 
one associated with obesity (Ropelle et al., 2010), but also more severe 
inflammatory activity, such as the one induced by LPS (Hollis et al., 2010). 
Likewise, icv injection of exogenous IL6 can reduce food intake and body mass 
(Jansson et al., 2003), whereas endogenous IL6 can mediate some of the 
beneficial effects of GLP1, reducing food intake and body mass (Shirazi et al., 
2013). Thus, at least part of the effects of RvD2 in the hypothalamus may be 
mediated by the increased expression of IL6 and IL10. 
An important aspect of the beneficial effects of RvD2 in the hypothalamus is its 
capacity to improve glucose tolerance in obese mice. Although this effect could 
be due to body mass reduction, recent studies have shown that the simple 
attenuation of diet-induced hypothalamic inflammation can, through neural 
connections, reduce hepatic glucose output (Milanski et al., 2012) while 
increasing insulin production (Calegari et al., 2011). Testing this hypothesis was 
not a goal of the present study, however, as glucose tolerance improved with 
short-term use of RvD2 (11 days), and even in the presence of a mild body mass 
reduction, we propose that at least part of the effect could be due to neural 
mechanisms. This is further supported by the fact that, upon RvD2 treatment, 
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there were increased expressions of UCP1 and PGC1α in the BAT, which is 
known to be mediated by sympathetic inputs (Arruda et al., 2010). 
In conclusion, this is the first study demonstrating the presence of RvD2 in the 
central nervous system, particularly in the hypothalamus. Both endogenously 
produced and exogenously administered RvD2 improved the obese and 
metabolic phenotypes of mice fed a high-fat diet. Thus, RvD2 and other resolvins 
may be attractive approaches to reduce obesity-associated hypothalamic 
inflammation.  
 
Experimental procedures 
Chemicals and reagents. All of the reagents for SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis and immunoblotting were from Bio-Rad (Richmond, CA, USA). 
HEPES, phenylmethylsulfonyl fluoride, aprotinin, dithiothreitol, Triton X-100, 
Tween 20, glycerol, and BSA (fraction V) were purchased from Sigma Chemical 
Co. (St. Louis, MO, USA). The antibodies against GPR18 (sc79503), NPY 
(sc133080) and Iba1 (sc28530) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, USA). The reagents for chemoluminescence protein labelling in 
immunoblots were purchased from Amersham (Aylesbury, UK). FITC-conjugated 
anti-rabbit (sc2012), FITC-conjugated anti-goat (sc2024), Cy3-conjugated goat 
anti-mouse (ab6946), Cy3-conjugated donkey anti-goat (ab6949), rhodamine-
conjugated anti-rabbit (sc2091) and rhodamine-conjugated anti-goat (sc2094) 
antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). The lipid 
mediator Resolvin D2 (sc-351847A) was from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA, USA). Reagents for the real-time PCR analysis were from Invitrogen 
(Carlsbad, CA, USA) and Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Taqman 
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Primers for PLA2 (Mm00448161_m1), 15-LOX (Mm00507789_m1), 5-LOX 
(Mm01182747_m1), GPR18 (Mm01224541_s1), TNFα (Mm00443258_m1), 
IL1β (Mm00434228_m1), IL6 (Mm00446190_m1), IL10 (Mm01288386_m1), 
PGC1α (Mm00447183_m1), UCP1 (Mm01244861_m1), and glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPD) (#4352339E) were obtained from Applied 
Biosystems. 
Experimental animals. Male Swiss mice originally imported from Jackson 
Laboratory and currently bred at the University of Campinas Breeding Center 
were used in the study. The investigation was conducted in accordance with the 
principles and procedures described by the National Institutes of Health 
Guidelines for the Care and Use of Experimental Animals and was previously 
approved by the University of Campinas Ethical Committee (ID 2011/2341-1). 
The animals were maintained at 21 ± 3°C, on a 12 h artificial light/dark cycle and 
housed in individual cages. By five weeks old, the mice were assigned in three 
groups, with the same body weight mean: standard rodent chow diet (CT), high-
fat diet (HF, 60% of energy value from fat, Table 1) and high-fat diet 
supplemented with omega 3 (HFS, HF supplemented with 20% omega 3, Table 
1) by the time specified in the protocol. 
Experimental protocols. For evaluation and characterisation of biosynthetic 
pathways of RvD2, generated enzymatically from DHA, mice were fed for 16 
weeks on either the chow diet or the HF. By the end of this period, the 
hypothalamus was removed and RNA extracts were employed in the real-time 
PCR analysis. In another set of experiments, mice were assigned to the HF or 
chow diet for 16 weeks and another group of mice was assigned to the HF for 
eight weeks following eight weeks on a HF supplemented with 20% omega 3 
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(HFS). Food intake and body mass were measured during this period. At the 15th 
week, the animals were subjected to the intraperitoneal glucose tolerance test. 
Subsequently, the hypothalamus was removed and employed in the MALDI-MSI 
analysis (as described below) and real-time PCR analysis for the identification 
and characterisation of RvD2 in this experimental model. In another experiment, 
mice were fed a HF for eight weeks, and were subsequently stereotaxically 
instrumented in a Stoelting stereotaxic apparatus to receive a cannula placed in 
the lateral hypothalamic ventricle, using the following stereotaxic coordinates: 
antero-posterior: 0.34 mm; lateral: 1.0 mm; dorso-ventral: 2.2 mm. The correct 
position of the cannula was tested five days after surgery by evaluation of the 
thirst response elicited by intracerebroventricular (icv) angiotensin II (10-6M). 
After one week, icv cannulated mice were treated once a day for 11 days with 
2μL of saline or 2μL of RvD2 (3ng total). Food intake and body mass were 
measured during the treatment period. On the seventh and tenth days of 
treatment, the animals were subjected to an intracerebroventricular leptin 
tolerance test and intraperitoneal glucose tolerance test, respectively. In each 
group, some mice were randomly selected for indirect calorimetry and 
spontaneous physical activity measurements. At the end of the experiment, the 
hypothalamus and brown adipose tissue were collected for real-time PCR 
analysis. Outlines of the different protocols are depicted in the figures that show 
the respective experiments. 
Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) and intracerebroventricular leptin 
tolerance test (icvLTT). ipGTT and icvLTT were performed on food-deprived (6h) 
non-anaesthetised mice. Blood glucose levels were measured using an 
OptiumTM mini (Abbott Diabetes Care, Alameda, CA, USA) handheld glucometer 
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with appropriate test strips. For ipGTT, a solution of 20% glucose (2.0g/kg body 
weight) was administered into the peritoneal cavity. Blood samples were 
collected from the tail vein at 30, 60, 90, and 120 min for determination of glucose 
concentrations. The area under the curve (AUC) was calculated using these 
values. For icvLTT, food intake was measured two, four, six, and 12 hours 
following icv injection of leptin (10-6 M). These values were used for determining 
leptin sensitivity.  
RNA extraction and quantitative real-time PCR. Total RNA was extracted using 
a commercially available acid-phenol reagent Trizol (Invitrogen Corp.). RNA 
concentration, purity and integrity were confirmed spectrophotometrically using a 
Nanodrop (ND-1000; Nanodrop Technologies, Wilmington, DE). The first-strand 
cDNA was synthesised using SuperScript III reverse transcriptase and random 
hexamer primers, as described in the manufacturer’s protocol (Invitrogen Corp.) 
The quantitative PCR was run to determine the expression of TNFα, IL1β, IL6, 
IL10, PLA2, 15-LOX, 5-LOX and GPR18 in the hypothalamus of mice and to 
determine the expression of PGC1α and UCP1 in BAT of mice using primers 
supplied with commercially available assays from Applied Biosystems. The 
endogenous gene was GAPD (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(Applied Biosystems). A real-time PCR analysis of gene expression was carried 
out in an ABI Prism 7500 sequence detection system (Applied Biosystems). The 
optimal concentration of complementary DNA and primers and the maximum 
efficiency of amplification were obtained through a five-point, two-fold dilution 
curve analysis for each gene. Amplification was performed in a 20µL final volume 
containing 40–50 ng of reverse-transcribed RNA according to the manufacturer's 
recommendations using the TaqMan PCR master mix. Real-time data were 
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analysed using the Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystems). Results 
were expressed as the relative transcript amount, as previously optimised 
(Dragano et al., 2013). 
Immunofluorescence staining. For the histological analysis, hypothalamic tissue 
samples were frozen sectioned and processed routinely for immunofluorescence 
staining. Coronal sections of the hypothalamus (5μm) were double-labeled with 
anti-GPR18 antibodies and specific primary antibodies against markers related 
to the different cell types, including NPY, POMC and Iba1. Thereafter, the 
sections were incubated with specific FITC or rhodamine conjugated IgG 
secondary antibodies. Immunofluorescence imaging was performed to evaluate 
the distribution of GPR18 in the mouse’s hypothalamus. 
MALDI-MSI analyses. Obtained brain tissue sections were set on MALDI-
appropriate stainless steel plates (GMS-Thermo, California, USA) and then 
coated with a 10 mg/mL (50% methanol:acetonitrile) solution of alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) matrix (Sigma Aldrich, Pennsylvania, USA). For 
an even distribution, a customised system with a commercial airbrush was utilised 
to spray the matrix. The MALDI-LTQ-XL instrument (Thermo Fisher, San Jose, 
California, USA) with tissue imaging feature was utilised in the mass spectrometry 
data acquisition. Operating conditions were set as follows: 4 µJ laser power, 50 
µm raster step size, standardised sample size of 600 x 600 µm focused on the 
coronal sections of the hypothalamus, three laser shots per step and 30 eV for 
the helium collision-induced dissociation (CID) in fragmentation reactions 
(MS/MS). A survey scan was performed in the m/z range of 50 to 500. Samples 
were analysed in the negative ion mode. Compound structures were proposed 
using MS/MS data supported by software calculations with Mass Frontier (v. 6.0, 
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Thermo Scientific, California, USA), as well as previous data from the literature 
(Dragano et al., 2013). Imaging data were run in replicates for all described 
animal conditions (Chow, HF and HDF3) and were processed using 
ImageQuest software (Thermo Scientific, San Jose, California, USA). Relative 
quantification was performed using ImageJ (National Institutes of Health, USA – 
Open Source) on images in grey scale. Since the analysed areas were the same 
size (in pixel numbers) for all the replicates, ImageJ was able to assign a non-
dimensional value for each sample image. This result is based on the intensity of 
each pixel and can be compared among all samples to determine the relative 
levels of the desired molecule.  
Indirect calorimetry and spontaneous physical activity. Oxygen 
consumption/carbon dioxide production and spontaneous physical activity were 
measured in fed animals through a computer-controlled, open-circuit calorimeter 
system (LE405 gas analyser; Panlab-Harvard Apparatus). Mice were singly 
housed in clear respiratory chambers and room air was passed through 
chambers at a flow rate of 10 times the body weight of each animal. The air-flow 
within each chamber was monitored using a sensor (Air Supply and Switching; 
Panlab-Harvard Apparatus). Gas sensors were calibrated prior to the onset of the 
experiments using primary gas standards containing known concentrations of O2, 
CO2, and N2 (liquid air). The analyses were performed over a 24-hour period. 
Outdoor air reference values were sampled after every four measurements. 
Sample air was sequentially passed through O2 and CO2 sensors for the 
determination of O2 and CO2 content, from which the measures of oxygen 
consumption (VO2) and carbon dioxide production (VCO2) were estimated. VO2 
and VCO2 were calculated by Metabolism version 2.2 software based on the 
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Withers equation and are expressed in millilitres per hour-1 per gram-1. The 
respiratory quotient was calculated as VCO2/VO2. Energy expenditure was 
estimated as VO2/body mass (grams) (Razolli et al., 2015). 
Statistical analysis. All results are reported as means ± SEM. Differences 
between the treatment groups were evaluated using an unpaired Student t-test 
or a one-way analysis of variance (ANOVA). When the ANOVA indicated 
significance, a Tukey-Kramer post hoc test was performed (GraphPad Software, 
San Diego, CA). p<0.05 was accepted as being statistically significant. 
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Table 
 
Table 1. Composition of experimental diets. 
          
CT 1 (g) HF (g) HFS (g) 
Starch 427,5 115,5 115,5 
Casein  200 200 200 
Dextrin 132 132 132 
Saccharose  100 100 100 
Soy oil  40 40 40 
Lard 0 312 104 
Linseed oil 0 0 208 
Dietary fiber 50 50 50 
Minerals  35 35 35 
Vitamins  10 10 10 
Cysteine  3 3 3 
Choline 2,5 2,5 2,5 
Kcal/1000g      3798   5358 5358 
1 (NUVILAB® Cr-1, Nuvital, PR - Brasil) 
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Legends for the figures 
Figure 1. Cellular distribution of GPR18 in the hypothalamus of mice. Five-
micrometre tissue sections were prepared from the hypothalamic region of lean 
Swiss mice and were evaluated by indirect immunofluorescence staining using 
antibodies against GPR18 and NPY (A), POMC (B) or Iba1 (C). Nuclei were 
stained with DAPI. In captions, the colour of the arrow represents antigens 
detected in respective cells and – yellow arrows mean that both antigens are 
present in the respective cell. Images are representative of three independent 
experiments.   
 
Figure 2. The hypothalamic expression of proteins involved in the synthesis and 
action of RvD2. The schematic representation of the main enzymes involved in 
the synthesis and the receptor for RvD2 (A). The transcript expressions of 
phospholipase A2 (B), 15-lipoxigenase (C), 5-lipoxigenase (D) and GPR18 (E) 
were evaluated using real-time PCR in samples collected from the hypothalamus 
of mice fed either chow (CT) or a high-fat diet (HF) by the time specified in the 
graphics (B, C, D and E). To measure hypothalamic RvD2, we employed a MALDI 
method, with mass spectra standard of RvD2 corresponding to m/z 375 (2F, 
upper panel); a sample from the hypothalamus of a mice fed on HF is depicted in 
2F, lower panel; quantification of RvD2 in hypothalamic samples is depicted in 
2G. In all experiments, n=7. In B, C, D, E and G, *p<0.05 vs. respective CT. 
 
Figure 3. The impact of dietary substitution of saturated by unsaturated fats on 
the activity of the RvD2 system in the hypothalamus. Six-week-old Swiss mice 
were included in the study and fed on chow or HF for 16 weeks. Another group 
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of mice was assigned to HF for eight weeks following eight weeks on a HF 
supplemented with 30% omega 3 (HFS) (A). Relative quantification of the RvD2 
was made in the hypothalamus of mice fed either chow (CT), the high-fat diet 
(HF), or the HF supplemented with 30% omega 3 (HFS) (B). The transcript 
expressions of tumour necrosis factor alpha (TNFα) (C) and interleukin-1 beta 
(IL1β) (D) were evaluated using real-time PCR in samples collected from the 
hypothalamus of mice. Caloric intake (E) and body mass (F) were measured 
during the experimental period. At the end of the treatment, the experimental 
groups were subjected to a glucose tolerance test and an insulin tolerance test, 
and results are shown as the area under the curve (AUC) (G) and constant of 
glucose decay (kITT) (H). In all experiments, n=7. In B-H, *p<0.05 vs. CT and 
#p<0.05 vs. HF. 
 
Figure 4. The impact of DHA injected icv on the activity of the RvD2 system in 
the hypothalamus.  Six-week-old Swiss mice were included in the study and fed 
a HF diet for four weeks before intracerebroventricular (icv) cannulation; after one 
week, mice were randomly selected for either saline (2µl) or different amounts of 
DHA (2µl) icv treatment for four days; some mice were fed on chow throughout 
the experimental period (CT) (A). At the end of the experimental period, 
hypothalamic RNA was extracted and employed in real-time PCR determinations 
of phospholipase A2 (PLA2) (B), 15-lipoxigenase (15-LOX) (C), 5-lipoxigenase 
(5-LOX) (D) GPR18 (E), interleukin-6 (IL6) (F) and interleukin-10 (IL10) (G). 
Cumulative food intake (H) and body mass change (I) were evaluated during the 
experimental period. In all experiments, n=7. *p<0.05 vs. CT.   
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Figure 5. The impact of exogenous RvD2 injected icv on inflammatory and 
metabolic parameters in mice. Six-week-old Swiss mice were included in the 
study and fed a HF diet for eight weeks before intracerebroventricular (icv) 
cannulation; after one week, mice were randomly selected for either saline (2µl) 
or different amounts of RvD2 (2µl; 3ng or 50ng) icv treatment for 11 days (A). At 
the end of the experimental period hypothalamic RNA was extracted and 
employed in real-time PCR determinations of GPR18 (B). Cumulative food intake 
(C) and body mass variation (D) were determined during the experimental period. 
At the end of the experimental period, the epididymal fat pad was measured (E). 
In addition, mice were submitted a glucose tolerance test, and results are 
expressed as the area under the curve (AUC) (F). Interleukin-6 (IL6) (G), and 
interleukin-10 (IL10) (H) transcripts were determined in samples from the 
hypothalamus; whereas uncoupling protein 1 (UCP1) (I) and PGC1α (J) 
transcripts were determined in samples from the brown adipose tissue. Some 
mice were subjected to indirect calorimetry, resulting in the values for O2 
consumption (K), CO2 production (L), and respiratory quotient (M). In addition, 
som mice were subjected to a leptin tolerance test (LTT) and results are 
expressed as cumulative food intake during 12 h (N). In all experiments, n=8. 
*p<0.05 vs. saline.   
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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RESUMO DOS RESULTADOS  
 
- Este é o primeiro estudo que demonstra a presença e a atividade da RvD2 no 
sistema nervoso central, particularmente no hipotálamo.  
 
- Foi avaliado pela primeira vez, o impacto da substituição dietética da gordura 
saturada por gordura insaturada sobre a atividade do sistema da RvD2 no 
hipotálamo. 
 
- O consumo de uma dieta rica em ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 
aumenta a quantidade da RvD2 no hipotálamo e resgata o fenótipo obeso em 
camundongos. 
 
- Tanto a suplementação dietética, quanto o tratamento direto com o DHA e com 
a RvD2 no hipotálamo de animais obesos foram muito consistentes para 
melhorar o fenótipo metabólico associada à obesidade.  
 
- Além disso, o tratamento com a RvD2 exerceu um importante efeito indutor da 
termogênese, aumentando a sua eficiência energética, efeito este ainda não 
descrito para essa classe de substâncias imunomoduladoras. 
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CONCLUSÃO 
Em conclusão nosso trabalho demonstrou pela primeira vez a presença da RvD2 
no sistema nervoso central, particularmente no hipotálamo. Tanto a RvD2 
produzida endogenamente quanto administrada exogenamente melhorou os 
fenótipos obesos e metabólicos de camundongos alimentados com uma dieta 
rica em gordura. Portanto, a família das resolvinas podem ser um alvo potencial 
atraente para reduzir a inflamação hipotalâmica associada a obesidade. 
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ANEXOS 
Tabela 1. Relação de gastos com obesidade pelo Sistema Único de Saúde dividido por sexo, 
idade e raça da população nas diferentes regiões do Brasil entre os anos de 2008 à 2011 
(Mazzoccante et al. 2012). 
 
 
Tabela 2. Composição das dietas experimentais. 
Ingredientes 
Dieta Controle 
(CT) 
Hiperlipídica 
(HF) 
Hiperlipídica + ω3 
(HFS) 
Amido (q.s.p.) 427, 5 115,5 
115,5 
Caseína 200 200 
200 
Maltodextrina 132 132 
132 
Sacarose 100 100 
100 
Óleo de soja 40 40 
40 
Banha 0  312 
104 
Óleo de 
Linhaça   
0 0 
208 
Celulose 50 50 
50 
Mix Minerais 35 35 
35 
Mix Vitaminas 10 10 
10 
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L-Cistina 3 3 
3 
Bitartarato de 
Colina 
2,5 2,5 
  2,5 
Kcal/1000g 3.798 5.358 
5.358 
 
 
MÉTODOS DETALHADOS 
Animais experimentais.  Neste trabalho foram utilizados camundongos Swiss, 
machos, recebidos com 4 semanas de vida, provenientes do Centro de 
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Após 6 semanas de vida, os animais foram 
randomicamente divididos em dois grupos, recebendo dieta comercial padrão 
(Nuvilab®) ou dieta rica em ácidos graxos saturados, de acordo com a Tabela 2, 
por um período de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 10 dias, 4 semanas, 8 semanas ou 16 
semanas dependendo do protocolo experimental. Adicionalmente, um outro 
grupo de animais com 6 semanas de vida foi randomicamente dividido em dois 
grupos, sendo que o primeiro recebeu dieta rica em ácidos graxos saturados por 
16 semanas e o segundo recebeu uma dieta rica em ácidos graxos saturados 
por 8 semanas seguida de uma dieta hiperlipídica, onde parte da gordura 
saturada proveniente da banha foi substituída por ácidos graxos poli-insaturados 
ômega-3 proveniente do óleo de linhaça, conforme demonstrado na Tabela 2. 
Todos os grupos experimentais foram mantidos em caixas individuais, sob 
condições padronizadas de iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas) e 
temperatura de 22 ± 2 °C, com água e alimentação ad libitum. Todos os 
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP (o comprovante 
de aprovação do comitê de ética em experimentação animal está em anexo), 
seguindo as orientações da universidade para a utilização de animais em 
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estudos experimentais e em conformidade com o Manual sobre Cuidados e Uso 
de Animais de Laboratório, publicado pelo National Institutes of Health dos EUA 
(NIH publicação n º 85-23 revista em 1996). 
Protocolos Experimentais. Este trabalho foi inicialmente focado na 
caracterização das distintas enzimas envolvidas na biossíntese da RvD2 e de 
seu receptor, no hipotálamo de camundongos, e a modulação destas enzimas 
em resposta a exposição à dieta rica em ácidos graxos saturados. Após os 
diferentes períodos de exposição à dieta hiperlipídica, foram extraídos os 
hipotálamos para a análise da expressão gênica da PLA2, 15-lipoxigenase, 5-
lipoxigenase e do receptor da resolvina D2, GPR18.  
Foram realizados ensaios de imunofluorescência para determinar a expressão e 
distribuição do GPR18 no hipotálamo de camundongos magros e suas 
colocalizações com neuropeptídios anorexigênicos e orexigênicos nos 
hipotálamos de animais magros. 
Para um melhor esclarecimento sobre a atividade da RvD2 no hipotálamo de 
animais mantidos em dieta controle (CT), dieta hiperlipídica (HF) ou dieta 
hiperlipídica onde parte da gordura saturada foi substituída por gordura poli-
insaturada (HFS), conforme especificado na tabela 2, foi crucial a realização das 
análises de espectrometria de massa. Sendo assim, inicialmente identificamos o 
espectro padrão da massa da resolvina D2 em 375 massa por carga (m/z), 
permitindo desta forma, a identificação e quantificação da RvD2 em amostras de 
cortes de cérebros de camundongos desafiados com as diferentes dietas 
experimentais. Foi verificado ainda o fenótipo metabólico destes camundongos 
obesos desafiados com as diferentes dietas experimentais. Além disso, foi 
demonstrado a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias e anti-
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inflamatórias e das enzimas envolvidas na biossíntese da resolvina D2 e de seu 
receptor, no hipotálamo destes animais.  
Em um outro grupo experimental, foi realizado o tratamento direto com o DHA, 
precursor da RvD2 no hipotálamo de animais obesos para verificar a 
repercussão deste tratamento no fenótipo metabólico associada à obesidade e 
a expressão gênica de citocinas anti-inflamatórias e das enzimas envolvidas na 
biossíntese da RvD2 e de seu receptor.  
Por fim, foi demonstrado a repercussão metabólica do tratamento direto com a 
RvD2 exógena no hipotálamo de animais obesos. O hipotálamo, e tecido adiposo 
marrom (BAT) foram extraídos para a análise da expressão gênica das enzimas 
que biossintetizam a RvD2 e de seu receptor, a expressão gênica de citocinas 
anti-inflamatórias hipotalâmicas e a expressão de importantes marcadores de 
termogênese no BAT. Foi realizado analises de calorimetria indireta neste grupo 
experimental para verificar se os mecanismos de controle da termogênese 
poderiam estar mais ativos nestes animais. 
Dissecção dos tecidos. Ao final dos períodos experimentais os animais, em jejum 
de 4 horas, foram anestesiados (Tiopental sódico, 50mg/kg de peso). Após teste 
negativo de sensibilidade, o hipotálamo foi retirado e, imediatamente, 
homogeneizados em tampão de extração (1% Triton X-100, 100 mM Tris (pH 
7,4), 100 mM de pirofosfato de sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10mM de 
EDTA, 10 mM de vanadato de sódio; 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina) 
com o auxílio do processador Polytron® operado em velocidade máxima por 30 
segundos. Em seguida, foi adicionado Triton X-100 a 1% (Merk) em todas as 
amostras, as quais foram mantidas em gelo. Após quarenta minutos, o 
homogeneizado foi centrifugado a 11.000 rpm a 4 °C por 30 minutos para 
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remoção de material insolúvel. A concentração proteica total dos sobrenadantes 
foi determinada por meio do método colorimétrico pela reação de Bradford, 
utilizando curva padrão de albumina como controle. Os sobrenadantes foram 
utilizados para preparação de extrato total proteico, em tampão de Laemmli, 
acrescido de DTT 200 mM, em proporção de 5:1. Os extratos totais foram 
armazenados a -20°C. 
Western Blot. Após rápida fervura (5 min/100°C) dos extratos totais proteicos, as 
amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separação por 
eletroforese (SDS-PAGE) e transferidas para a membrana de nitrocelulose em 
aparelho de transferência da BIO-RAD banhadas com tampão de transferência 
durante 2 horas a 120 Volts em gelo. As membranas de nitrocelulose foram 
incubadas, overnight, com os anticorpos primários: Anti-Phospholipase A2 (ab 
58375), 15-LO (SC 32940) e com o receptor da resolvina D2, GPR18 (sc79503). 
A ligação dos anticorpos a proteínas não-específicas foi reduzida por pré-
incubação da membrana em tampão de bloqueio (5% de leite em pó desnatado 
em solução basal) durante 2 horas a 4°C. A membrana foi então incubada 
overnight com os anticorpos específicos. A detecção do complexo antígeno-
anticorpo fixo à membrana de nitrocelulose foi obtida por quimiluminescência 
utilizando kit específico e a visualização realizada em fotodocumentador. As 
bandas identificadas foram quantificadas por meio de densitometria óptica (UN-
SCAN-IT gel, versão 6.1). 
Extração de RNA total e síntese de cDNA. Para as análises de expressão gênica, 
os tecidos foram homogeneizados em reagente Trizol® (Invitrogen) e 
armazenados a -80°C, para subsequente extração de RNA. (Velloso et al, 1993). 
O conteúdo total de RNA foi isolado de acordo com as instruções do fabricante 
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e o RNA total obtido foi dissolvido em água deionizada e sua concentração 
determinada em equipamento Nanodrop®. Para a produção do cDNA, utilizamos 
o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) em 
termociclador, sendo a concentração final do cDNA de 3,0 µg. Este cDNA foi 
diluído segundo a concentração necessária para a amplificação eficiente de cada 
gene. As reações de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho 7500 
(Applied Biosystems) utilizando-se o sistema TaqManTM (Applied Biosystems). 
Neste sistema é utilizado um par de primers e uma sonda marcada com um 
fluoróforo. O gene GAPD Rat (TaqManTM - Applied Biosystems), foi escolhido 
como controle endógeno da reação, o qual normaliza a expressão do gene de 
interesse nas diferentes amostras. Antes de se iniciarem os experimentos de 
quantificação relativa da expressão de qualquer gene, realizamos a validação do 
sistema gene alvo com o controle endógeno GAPD. Verificamos que as 
eficiências de amplificação dos primers foram próximas a 100%. Os primers dos 
genes alvo utilizados foram os seguintes: PLA2 (Mm00448161_m1), 15-LOX 
(Mm00507789_m1), 5-LOX (Mm01182747_m1), GPR18 (Mm01224541_s1), 
TNFα (Mm00443258_m1), IL1β (Mm00434228_m1), IL6 (Mm00446190_m1), 
IL10 (Mm01288386_m1), NPY (Mm03048253_m1), Agrp (Mm00475829_m1), 
POMC (Mm00435874_m1), Cart (Mm00489086_m1), Citrato Sintase 
(Mm004660043_m1), PGC1α (Mm00447183_m1), UCP1 (Mm01244861_m1), 
citocromo C (Mm01621044_g1) e GAPD (#4352339E) obtidos da Applied 
Biosystems. Para a quantificação relativa dos genes em estudo, as reações de 
PCR em tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 3μL de TaqMan 
Universal PCR Master Mix 2x, 0,25μL da solução de primers e sonda, 2,75 de 
água e 4,0μL de cDNA, sendo que no controle negativo, será adicionado 4,0 μL 
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de água ao invés do cDNA. As condições de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 
2 minutos, 95°C por 10 minutos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 
1 minuto. Os valores da expressão gênica relativa foram obtidos pela análise dos 
resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). 
Imunofluorescência. Para a realização das análises histológicas por 
imunofluorescência foram utilizados 4 camundongos Swiss alimentados com 
dieta padrão durante 9 semanas. Após anestesia e teste negativo de 
sensibilidade a dor, foi realizada a abertura da cavidade torácica e abdominal e 
seguida de perfusão cardíaca através da canulação do ventrículo esquerdo para 
a introdução de aproximadamente 25ml de solução salina a 0,9 %. O átrio direito 
foi aberto para a drenagem das soluções de perfusão. Após lavagem do sistema, 
realizou-se a fixação dos tecidos com 25 ml de solução de paraformaldeído a 4% 
diluído em tampão fosfato de sódio (PBS), pH = 7,2. Em seguida, o hipotálamo 
foi retirado e fixado na mesma solução durante 24 horas à temperatura ambiente. 
Posteriormente, os tecidos foram desidratados em concentrações crescentes de 
álcool, diafinizados e incluídos em parafina. Secções histológicas de 5 μm foram 
obtidas em micrótomo rotativo utilizando-se navalhas de aço e aderidas em 
lâminas de vidro previamente tratadas com polilisina. As lâminas foram então 
incubadas por 2 horas a 60°C, desparafinizadas em xilol, reidratadas em 
concentrações decrescentes de álcool e finalmente colocadas em banho com 
água destilada. Após a fixação dos cortes, as lâminas foram lavadas com PBS. 
Em seguida, foi realizado o bloqueio das ligações inespecíficas do anticorpo com 
solução de leite desnatado 5% em PBS, as lâminas ficaram encubadas durante 
1 hora em câmara úmida à temperatura ambiente. Realizado o bloqueio, as 
lâminas foram submetidas à marcação dupla utilizando anticorpos primários 
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específicos (PLA2(sc-137069), 15-LOX(sc-32940), GPR18 (sc79503), F4/80(sc-
25830), CD11b(sc-553311), NPY(sc-14728), POMC(sc-20148) e Iba-
1(sc28530), para tal as lâminas foram  incubadas com solução de anticorpo 
primário diluído em leite desnatado 1% em PBS, em câmara úmida, overnight a 
4º C. Após a reação primária, as lâminas foram incubadas, durante 2 horas e na 
ausência de luz, com anticorpos secundários específicos conjugados com FITC, 
para o PLA2, 15-LOX e GPR18, e Rodamina, para CD11b, Iba-1, NPY e POMC. 
A contra-coloração nuclear para os fragmentos imunomarcados foi realizada por 
tratamento com DAPI. Na seqüência, as lâminas foram montadas utilizando 
Vectashield®. Análise e documentação dos resultados foram realizadas 
utilizando o microscópio confocal, do Laboratório Central de Tecnologias de Alto 
Desempenho em Ciências da Vida – LaCTAD, UNICAMP. 
Calorimetria indireta e atividade locomotora espontânea. No nono dia de 
tratamento, parte dos animais (n=6) de cada grupo foi colocada no respirômetro 
(LE405 Gas Analyser, Panlab – Harvard Apparatus) a fim de determinar o padrão 
do consumo de O2 (VO2), produção de CO2 (VCO2), Quociente Respiratório 
(RQ) e atividade locomotora espontânea. Os animais foram adaptados nas 
câmaras do analisador de gases durante 12 horas antes das mensurações. As 
análises foram realizadas durante 24 horas em ciclos de 15 minutos com fluxo 
de ar de 0,5L/min. O cálculo do VO2 e o VCO2 foi realizado pelo programa 
Metabolism 2.2v baseado na equação de Withers com normalização para o peso 
corporal, sendo expressos em mL.h-1.g-1. O quociente respiratório (QR) foi 
calculado como a razão VCO2/VO2. A atividade locomotora foi monitorada ao 
longo de 24 horas, concomitantemente à coleta de gases através de plataforma 
de força integrada ao sistema da Harvard Apparatus. 
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Espectrometria de massa MALDI IMS (Matrix-assisted Laser Desorption 
Ionization Imaging Mass Spectrometry). 
A preparação das amostras. Cortes do tecido cerebral dos diferentes grupos 
experimentais foram obtidos e preparados conforme detalhado em 
“Imunofluorescência”. Estes cortes com espessura de 15 µm foram fixados em 
chapas de aço inoxidável apropriada para a MALDI (GMS-Thermo, California, 
USA), como demonstrado na Figura 3A e em seguida revestidos com 10 mg/ml 
(50% metanol: acetonitrila) da solução da Matrix (Sigma Aldrich, Pennsylvania, 
USA) composta de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA), como 
demonstrado na Figura 3B. Para uma distribuição uniforme, um sistema 
personalizado com um aerógrafo comercial foi utilizado para aspergir a matrix. A 
adequada distribuição da matrix por toda a secção do tecido cerebral permitirá a 
detecção de compostos endógenos e exógenos presentes neste tecido com 
especificidade molecular enquanto mantem suas orientações espaciais. 
Imagem de Espectrometria de Massa MALDI. Um instrumento de MALDI-LTQ-
XL (Thermo Fisher, San Jose, Califórnia, EUA), com recurso de imagem de 
tecidos foi utilizada na aquisição de dados de espectrometria de Massa (MS). 
Condições de operação foram estabelecidas da seguinte forma: 4 μJ de potência 
do laser, tamanho específico da área de análise em 50 µm de diâmetro do tecido, 
o tamanho da amostra padronizada de 600 x 600 µm focada na região do 
hipotálamo, três disparos de laser por etapa e 30 eV para dissociação induzida 
por colisão (CID) de Hélio, em reações de fragmentação (MS/MS) dando assim 
origem a espécies moleculares iônicas que são registradas de acordo com seus 
valores de massa/carga (m/z). Pesquisa por varredura foi realizada em m/z na 
ordem de 50 a 500 (Figura 3D). As amostras foram analisadas no modo de íon 
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negativo. Estruturas compostas foram sugeridas utilizando os dados de MS/MS 
apoiados por cálculos do software com Mass Frontier (v. 6.0, Thermo Scientific, 
Califórnia, EUA), bem como pelos dados da literatura (Figura 3C) (Spite, 2009). 
Quantificação por IMS. Dados de imagem foram obtidas em repetições, nas 
mesmas condições descritas para todos os animais e foram processados usando 
o software ImageQuest (Thermo Scientific, San Jose, Califórnia, EUA). A 
quantificação relativa foi realizada utilizando ImageJ (National Institutes of 
Health, EUA - Open Source) em imagens com escalas de cinza. Como as áreas 
analisadas foram padronizadas com o mesmo tamanho (em número de pixels) 
para todas as repetições, o ImageJ foi capaz de atribuir um valor não dimensional 
para cada imagem da amostra. Este resultado baseia-se na intensidade de cada 
pixel, e pode ser comparada entre todas as amostras para determinar os níveis 
relativos da molécula desejada. 
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Figura 3. Fluxograma de um experimento MALDI IMS 
Análises Estatísticas.  Os resultados foram expressos como média ± erro padrão 
da média. Para análise estatística, primeiramente aplicamos o teste de Levene 
para verificar as homogeneidades das variâncias. Para a comparação de médias 
entre dois grupos, utilizamos o teste t de Student para amostras independentes. 
Para comparação das médias de três ou mais grupos foi realizada a análise de 
variância (ANOVA) seguida pelo método de Bonferroni para comparações 
múltiplas de médias.  Em todos os casos o nível de significância para rejeição da 
hipótese de nulidade foi fixado em p<0,05. Os dados foram analisados e os 
gráficos foram produzidos através do programa GraphPad Prism (versão 5.0). 
 
 
 
 
 Comprovante de aprovação do comitê de ética em experimentação animal. 
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